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Resumen

El uso de pesticidas para el control de plagas genera preocupacion por su impacto no solo en el
ambiente sino también en la salud de los consumidores de productos agricolas. Este hecho ha
llevado a la busqueda y utilizacién de métodos de control alternativos, eficientes y seguros,
tanto desde el punto de vista ambiental como de la salud humana y animal. Uno de estos
métodos alternativos es la estrategia conocida como control biolégico que consiste en la
utilizacion de microorganismos patégenos para el control de las plagas agricolas. Entre los
agentes de control bioldgico bacterianos, Bacillus thuringiensis es el méas estudiado para este fin
debido a que produce cristales proteicos con actividad insecticida durante la fase de
esporulacion. Si bien en otros paises se han desarrollado biopesticidas basados en aislamientos
de B. thuringiensis, en Uruguay no se cuenta con ningln producto registrado basado en cepas
locales de esta especie. Por estas razones se propuso obtener y caracterizar aislamientos nativos
de B. thuringiensis a partir de muestras de suelo, rizdsfera de maiz e insectos ortdpteros
(tucuras) para su desarrollo como agente de control bioldgico. Las muestras de suelo y rizdsfera
de maiz fueron tomadas de un ensayo experimental instalado en la Estacién Experimental
“Wilson Ferreira Aldunate” del Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria - Las Brujas.
Ademas, se utilizaron tucuras capturadas en los departamentos de Florida y Durazno donde se
ha observado un aumento en su poblacion a causa de las sequias registradas en los afios 1999,
2000, 2004 y 2008. En total se procesaron dos muestras de suelo, 12 de rizosfera y 12 de
tucuras, de las cuales se obtuvieron un total de 100 aislamientos bacterianos. Estos aislamientos
fueron comparados con cepas de referencia obtenidas del “Bacillus Genetic Stock Center”. La
caracterizacion bioquimica (ensayo de la catalasa y clasificacion de Gram por la técnica de
KOH), la morfologia de la colonia y la movilidad de la bacteria permitieron seleccionar 16
aislamientos para estudios moleculares con el fin de determinar la presencia de genes cry por
PCR con cebadores universales para el grupo de genes cryl y cry7. Los resultados mostraron
gue cinco de estos aislamientos presentaban genes cryl. Estos genes son los mas comunes en B.
thuringiensis con actividad insecticida contra insectos del orden de Lepidoptera. Esta
informacion junto a los datos obtenidos a partir de la secuenciacion del fragmento 16S, permitié
identificar que cuatro de ellos pertenecen al género Bacillus (un aislamiento a B. thuringiensis,
otro a B. amyloliquefaciens y dos a B. aryabhattai) siendo candidatos para su posible utilizacién

en el control biol6gico de plagas agricolas.
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Introduccion

El aumento de la poblacién mundial estd acompariado de una mayor demanda de productos del
sector agricola (Apaydin, 2004). Sin embargo, la tierra Gtil para la produccion es limitada y
ademas su uso estd condicionado principalmente por la disponibilidad de agua y otro recursos,
por lo que resulta importante optimizar el rendimiento de la produccion (Apaydin, 2004; Oerke
y Dehne, 2004). En el Uruguay, el sector agricola ha mostrado un crecimiento exponencial en
los dltimos 10 afios, por ejemplo el cultivo de soja aumentd de 15.000 hectéreas en 2002 a
1.050.000 hectareas en 2012 (MGAP-DIEA, 2013). Este cultivo, al igual que el maiz, el sorgo,
el tomate y el morrdn entre otros, son particularmente sensibles al ataque por insectos (Apaydin,
2004; Boulter et al., 1989). Estos invertebrados son el grupo de animales mas abundantes en la
tierra y afectan a las plantas de forma directa, alimentandose de ellas, como las hormigas y
tucuras o de forma indirecta por la transmision de hongos, virus y bacterias. Por ejemplo,
Xylella fastidiosa es una bacteria que afecta principalmente cultivos lefiosos como los citricos y
la vid; se transmite de forma natural de unas plantas a otras con la ayuda de insectos vectores
gue se alimentan del xilema (Janse y Obradovic, 2010). La mosca blanca de los invernaderos
(Trialeurodes vaporariorum) es un ejemplo que afecta de forma directa e indirecta a la planta.
Directamente porque debilita a la planta al alimentarse sobre las hojas por succion de savia.
Indirectamente porgue este compuesto rico en azlcares (excretado por el insecto) sirve de
soporte para el desarrollo del hongo Negrilla 0 Mangla (Fumagina) y ademas la mosca blanca
es vector del virus de la cuchara (Apaydin, 2004; Glazer y Nikaido, 1994; Janse y Obradovic,
2010; Song et al., 2008). Por estas razones, el hombre debe controlar las poblaciones de los
insectos plaga para obtener un mejor rendimiento en los cultivos y evitar los dafios ocasionados
por la transmision de hongos, virus y bacterias. En 1800, en paralelo con el desarrollo de la
quimica, se desarrollaron los primeros compuestos quimicos, productos inorganicos y organicos
de arsénico. Posteriormente, le siguieron compuestos organoclorados, organofosforados,
piretroides, carbamatos y formamidinas (Apaydin, 2004; Glazer y Nikaido, 1994). A pesar de
ser eficaces para el control de plagas, presentan efectos adversos, directos e indirectos sobre los
ecosistemas como por ejemplo la acumulacién de residuos téxicos en la naturaleza provocando
problemas de salud en los mamiferos. El uso desmedido de estos compuestos quimicos ha dado
lugar al desarrollo de resistencia en los insectos plaga (Apaydin, 2004; Ber6n, 2005; Glazer y
Nikaido, 1994). Como consecuencia de estos problemas junto a la presién que imponen los
consumidores por alimentos sanos, el hombre se ha orientado a encontrar formas seguras y

naturales para el control de los insectos plagas (Glazer y Nikaido, 1994).
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1. Control Biologico.

El control biol6gico consiste en la represion de las plagas mediante sus enemigos naturales; es
decir mediante la accién de predadores, parasitos y patdgenos (virus, bacterias, protozoarios,
hongos y nematodos) que causan la muerte o enfermedades entre las plagas. En definitiva, lo
que se busca es reducir la poblacion de la plaga a un nivel en el cual no cause un dafio
economico. Este tipo de control tiene menor impacto ecoldgico que el uso de compuestos
guimicos (Estrada, N. C. 1., 2008; Hernandez et al., 1997).

En la naturaleza existen microorganismos con la capacidad de producir toxinas que afectan a los
insectos y se denominan entomopatdgenos. Algunos de estos poseen un limitado rango de
hospederos por lo que no presentan virulencia hacia otros insectos e incluso vertebrados (Glazer
y Nikaido, 1994; Pardo-Ldpez et al., 2009; Sauka y Benintende, 2008; Wu et al., 2011). En este
sentido, el uso de microorganismos entomopatdgenos especificos surge como una alternativa
natural para el control de insectos plagas. Por ejemplo, bioinsecticidas a base de virus de
insectos (baculovirus), hongos, protozoarios y bacterias se comercializan con éxito a nivel
mundial. Entre estos microorganismos, Bacillus thuringiensis (Bt) es el mas importante ya que
presenta actividad entomopatdgena contra varios ordenes de insectos (Apaydin, 2004; Ben-Dov
et al.,, 1997; Carmona, 2002; Escudero et al., 2004; Hofte y Whiteley, 1989; Sauka y
Benintende, 2008).

Hasta el momento se han registrado mas de 400 formulaciones a base de Bt, siendo las marcas
méas utilizadas Dipel® y Thuricide® (producidos en Argentina y Estados Unidos
respectivamente). En Uruguay actualmente no se cuenta con productos a base de Bt y seria una

gran innovacion la produccién de un bioinsecticida nacional (MGAP, 2014).

Recientemente, (2013), la Direccion General de Servicios Agricolas del Ministerio de
Ganaderia Agricultura y Pesca autoriz la venta de Lecafol® (Lage & Cia.), en el primer
bioplaguicida de produccion nacional que se comercializa en el mercado. Este producto, de uso
en invernaculo para cultivos de tomate, esta formulado a base del hongo entomopatégeno
Lecanicillium lecanii que posee actividad bioinsecticida contra la mosca blanca (revista INIA
N°30).

1.1. Historia de Bacillus thuringiensis.

Esta bacteria fue aislada por primera vez en 1901 por el cientifico japonés Shigetane Ishiwata a
partir del gusano de Bombyx mori (lepiddptero) con sintomas de la enfermedad conocida como
sotto por lo que la llam6 Bacillus sotto. En 1911, Berliner describe formalmente a la especie a
partir de una larva enferma de la polilla de la harina (Anagasta kuehniella) que mostraba la
enfermedad del Mediterraneo. Encontrada en el pueblo aleman llamado Thuringia del cual

finalmente toma su nombre (Apaydin, 2004). Posteriormente en Francia, en 1938, se desarrollé
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un producto comercial contra la polilla de la harina Ilamado Sporeine (Apaydin, 2004; Roh et
al., 2007). En 1956 se determind que la actividad contra lepidopteros se debia a los cuerpos
parasporales encontrados junto a las esporas (Figura 1). Esto increment6 los estudios en su
estructura, bioquimica y mecanismo de accion de la toxina. En 1950 se empezd a usar
comercialmente en Estados Unidos y fue registrado en 1961 como biopesticida por la Agencia
de Proteccion Ambiental (EPA, por sus siglas en inglés). Posteriormente se fueron descubriendo
nuevas cepas con actividad insecticida contra dipteros (1976) y coledpteros (1983) (Apaydin,
2004; Asokan, 2008; Krieg et al., 1983; Glazer y Nikaido, 1994; Wu et al., 2011). Para finales
de los afios 80 se desarrollaron las primeras plantas de tabaco y tomate transgénicas conteniendo
genes cry (Apaydin, 2004; Van Frankenhuyzen, 1993), pero fue la planta de algodén la primera
en ser registrada por EPA (USEPA, 1999) como transgénica. A partir de 1990, con el rapido
desarrollo de la tecnologia del ADN recombinante, esta técnica pasod a ser una herramienta
importante para el desarrollo de cultivos Bt genéticamente manipulados. Los principales
cultivos transgénicos Bt son de maiz, algodén, soja, papa y arroz. Estos se comercializan
actualmente en Canada, Japon, México, Brasil, Uruguay, Argentina, Australia y Estados Unidos
entre otros (Apaydin, 2004, Frutos et al., 1999, Roh et al., 2007). En el Uruguay hay cuatro
eventos autorizados de soja y 10 eventos de maiz (Galeano, 2013; MGAP, 2015).

1.2. Caracteristicas generales del género Bacillus.

Las caracteristicas méas importantes de las bacterias pertenecientes al género Bacillus son: forma
de bastén, movilidad por flagelos periticos, capacidad de formar endosporas, son aerobias
estrictas o facultativas, Gram positivas y catalasa positivas. Entre las especies mas
representativas del género Bacillus se encuentran B. alkalophilus, B. anthracis, B.
azotoformans, B. brevis, B. cereus, B. subtillis, B. coagulans, B. firmus, B. insolitus, B.
lincheniformis, B. polimyxa y B. thuringiensis entre otros. De todos ellos, B. thuringiensis es el
maés estudiado para el control biolégico de plagas. Fue aislado de suelos, insectos muertos, agua
y polvo entre otros (Ammouneh et al., 2011; Asokan, 2008; Ben-Dov et al., 1997; Carmona,
2002; Glazer y Nikaido, 1994; Martin y Travers, 1989; Lui et al., 2012; Sauka y Benintende,
2008). Durante el proceso de esporulacién, produce grandes proteinas cristalinas que son toxicas
para muchos insectos plagas (Figura 1). Estas proteinas son codificadas por los llamados genes
cry que en general se encuentran en plasmidos de alto y bajo peso molecular y pueden ser
transmitidos por conjugacion a otras bacterias relacionadas como Bacillus cereus (Apaydin,
2004; Hu et al., 2004). Estos genes se han encontrado también insertos en el cromosoma de la
bacteria (Apaydin, 2004; Sauka y Benintende, 2008).
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Figura 1. Células de Bacillus thuringiensis. Se
aprecia una proteina cristalina junto a una espora.
Tomada de Apaydin, 2004

1.3. Espectro de actividad insecticida de Bacillus thuringiensis.

El espectro de actividad insecticida hacia las larvas de insectos dentro de las cepas de B.
thuringiensis comprende principalmente tres 6rdenes: Lepiddptera, Diptera y Coledptera. Sin
embargo, se han encontrado nuevas bacterias con propiedades insecticidas poco comunes, por
ejemplo, hacia nematodos, acaros y adultos de mosca doméstica (Apaydin, 2004; Carmona,
2002; Feitelson, 1993). Las proteinas toxicas para lepidopteros pertenecen a los grupos Cryly
Cry9. En coleopteros son los grupos Cry3, Cry7 y Cry8; mientras que en dipteros son Cry4,
Cry10, Cry11, Cry16, Cryl7 y Cry19. Por su parte, el grupo de los Cry2 tiene actividad contra
lepidopteros y dipteros (Apaydin, 2004; Bravo et al., 1998). Ademas de éstas, Bt produce las
Ilamadas proteinas Cyt (del inglés “cytolytic”) que tienen actividad contra los dipteros y actian
en sinergia con las Cry, poseen actividad hemolitica y citoliticas. También las proteinas Vip (del
inglés “vegetative insecticidal proteins”), se producen en la fase vegetativa de la bacteria y
tienen actividad contra lepidépteros (Vachon et al., 2012; Apaydin, 2004; Estruch et al., 1996).
Las Vip no estan relacionadas con las Cry en cuanto a estructura y homologia de secuencia pero
comparten algunas etapas en el modo de accion con las Cry, utilizando receptores distintos
(Rang et al., 1999, Sauka y Benintende, 2008).

Hasta ahora existen mas de 500 genes cry y se han clasificado 72 familias (de Cryl a Cry72),
dos grupos de proteinas Cyt y cuatro grupos de proteinas Vip, basados en su homologia de

secuencias de aminoacidos (Crickmore, N. et al., 2008; El-kersh et al., 2012).

1.4. Mecanismo de accion de las proteinas Cry.

La proteina cristalina al ser ingerida por el insecto se solubiliza en el pH alcalino del intestino
formando las llamadas delta-endotoxinas (Ammouneh et al., 2011; Apaydin, 2004; Carmona,
2002; Sauka y Benintende, 2008). Estas proteinas no producen el dafio per se sino que deben ser
procesadas por proteasas intestinales para generar las toxinas activas (mondmeros) que
conduciran a la muerte de la larva. La toxicidad esta determinada por la presencia de receptores

epiteliales en el intestino medio de la larva (Ammouneh et al., 2011; Apaydin, 2004; Bravo,
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2007). Bajo su forma monomérica, las toxinas atraviesan la membrana peritréfica y se unen de
forma univalente a la caderina (principales moléculas de adhesion celular) con gran afinidad en
la cara apical de la membrana epitelial. Luego, de acuerdo con estudios realizados en cultivos de
células de insectos, se inicia una cascada de sefializacion, dependiente del ion magnesio, que
seria responsable de la muerte celular. Ademas, el inicio de esa cascada de sefializacion estimula
la exocitosis de caderina desde vesiculas intracelulares hacia la membrana apical de la célula
aumentando el nimero de receptores; por ende, reclutando un mayor nimero de toxinas libres
que amplifican la sefial inicial. Sauka y Benintende (2008), basandose en experimentos in vitro
y bioensayos, proponen que la unién de los monémeros a la caderina facilita el clivaje
proteolitico sobre el extremo N-terminal de la toxina. Este Gltimo clivaje induce el ensamblaje
de los mondmeros y se establece una forma oligomérica pre-poro (estructura que incrementa la
afinidad por un receptor secundario como la aminopeptidasa N o la fosfatasa alcalina). Por
Gltimo, la unioén a este segundo receptor facilita la formacién de un poro en el epitelio del
intestino medio que provoca un desequilibrio osmotico y la consecuente lisis celular (Figura 2).
El tejido intestinal resulta dafiado gravemente impidiendo la asimilacién y retencién de
compuestos vitales y por tanto la muerte de la larva (Sauka y Benintende, 2008). Las delta-
endotoxinas no presentan riesgo para los vertebrados ni para los artropodos benéficos, siendo
solo altamente toxicas para los insectos plaga en dosis relativamente bajas (Asokan, 2008;

Ammouneh et al., 2011; Roh et al., 2007).

Bacillus thuringiensis (Bt) P L

Activacion

Septicemia,
muerte de la
i ) larva
Maiz Bt Algodon Bt
forma Insercion del
Unién al } oligomérica poro enla
receptor €1 Monémero P poro membrana
® %4 delatoxina Proteina GPI
f " ) (P T0L
. - »
& g 0 0/\0/\0
Intestinomediodel insecto ~ COOOGOCOSN AC A ANEEERI X El poro conduceala Muerte celular
Q-  arwg lisis celular osmotica
Gé" GTP.Mg™ oM d 1
Activacion delas
Jurat-Fuentes Laboratory " \

vias de muerte
celular

(http://web.utk.edu/~jurat/)
Figura 2. Mecanismo de accién de las proteinas cristalinas. La proteina ingerida se solubiliza en el intestino
de la larva donde es activada por accion de proteasas y luego los mondmeros se unen a receptores de caderina
y se establece una forma oligomérica de pre-poro (intestino medio). Esta forma se inserta en la cara apical de
las células intestinales provocandose un desequilibrio osmético con la consecuente lisis celular y muerte de la
larva. GTP: guanosin trifosfato. GDP: guanosin difosfato. PKA: proteina quinasa A. GPI:

glicosilfosfatidilinositol. AC: adenil ciclasa. CAMP: adenosin monofosfato ciclico. ATP: adenosin trifosfato.
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1.5. Estructura de las proteinas Cry.

A pesar de la gran variabilidad entre las proteinas Cry existentes, todas comparten una
estructura terciaria similar, lo que se corresponde con 5 regiones conservadas en la estructura
primaria (De Maagd et al., 2001; Sanahuja et al., 2011). La regién C-terminal esta involucrada
en el proceso de formacion del cristal pero no forma parte de la toxina activa. Por otro lado, la
porcion N-terminal es la toxina en si, comprendiendo 3 dominios (Figura 3). EI dominio I es un
conjunto de siete a-hélices, en donde seis son anfipaticas y rodean a la séptima, la cual es
hidrofébica. Se ha sugerido que este domino es el responsable de la formacion de los poros en la
membrana epitelial. EI dominio Il consiste de tres hojas 3 antiparalelas y es el responsable del
reconocimiento del receptor. Finalmente el dominio Il es un sandwich de dos hojas P
antiparalelas. Este dominio participa en la union al receptor (Lopez-Pazos, S. A. 'y Ceron, J.,
2010; Boonserm et al., 2006).

Dominio 1 Dominio 2 Dominio 3

Bloque 1 ? 34 5
eyl [ ] | B . ]
eyl [ K | I
cry2 [ | ]
cryd | | N 1
Cryd [ | I - ]
Crys [ X | - |
oy [[C———————
Cry? [ | | | . ]
cryd [ | || . ]
Cry9 [ | Y ¥ ]
Cyld [ 1§ | o i
Cyt1 [ I | I | ]
cy12 [ i | - ]
Cy13 [ | | | . | ]
cryld [ = | - ]
evs ]
Cryt6 [ | | 100 amino écidos
(=" ] S — —
cry1s [ ] | - (e
Cry1o [ i I 1 -
Cry20 [ | || . ]
cry21 [ | | - ]
Cry22 [ |
Cy2s
Cry2d [ | 1 .
Cry25 [ W 1| - ]
Cry26 [ i 1 BN X ]
cy2r | i 1 I 1 ]
Cry2s | | == | |

o R — — 0 |
Cry30 [
2t [ | ]

Figura 3. Estructura de los tres dominios
conservados de los cristales proteicos.
Longitud relativa de la estructura primaria,
mostrando la organizacién de los dominios de
distintas proteinas Cry. Se observa los cinco
blogues conservados en colores.

;

1.6. Nomenclatura de las proteinas Cry.

En cuanto a su nomenclatura, las proteinas Cry pueden ser descriptas en términos de su
secuencia aminoacidica, estructura proteica o por su modo de accién (Crickmore et al., 1998).
Actualmente son clasificadas segun la nomenclatura propuesta por Crickmore (1998) la cual se
basa en la homologia de la secuencia aminoacidica. Cada toxina adquiere un nombre que

consiste del prefijo Cry, seguido por cuatro rangos jerarquicos que consisten en un nimero, una
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letra mayuscula, una letra minascula y finalmente otro nimero (por ejemplo CrylAal). Las
proteinas que comparten menos del 45% de la secuencia aminoacidica difieren en el rango
jerarquico primario (Cryl, Cry2), con menos del 78% difieren en el rango secundario (CrylA,
Cry1B) y con menos de un 95% difieren en el rango terciario (CrylAa, CrylAby CrylAc). Por
el contrario, el Ultimo rango indica mas de un 95% de coincidencia en la secuencia
aminoacidica: (CrylAal, CrylAa2) (Roh et al., 2007).

1.7. Identificacion de genes cry.

La técnica por excelencia en la bisqueda de nuevos genes cry se basa en la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR, por su singla en inglés). Es una herramienta rapida, altamente sensible y
facil de usar para una caracterizacion preliminar de Bt pero tiene el inconveniente de que los
cebadores son disefiados en base a secuencias conocidas por lo que tiene sus limitaciones a la
hora de buscar nuevos genes (Ammouneh et al., 2011; Apaydin, 2004; Porcar y Juérez-Pérez,
2003). Esta técnica se ha combinado con otras técnicas para poder tener una mejor
caracterizacion como lo es la PCR-RFLP o la E-PCR (polimorfismo de los fragmentos de
restriccion y PCR de exclusion, respectivamente). La primera técnica consiste de dos pasos,
primero se realiza una amplificacion con cebadores especificos y luego se realiza una digestion
enzimética de los amplicones obtenidos (Apaydin, 2004; Kuo y Chak, 1996). La segunda
técnica, E-PCR, consiste en dos reacciones secuenciales de PCR usando cebadores universales y
luego cebadores especificos posibilitando el descubrimiento de nuevas variantes de estos genes
(Apaydin, 2004; Porcar y Juarez-Pérez, 2003). La fiabilidad de la prediccion de la actividad
bioinsecticida en base a los resultados de la PCR es dependiente de la expresion de los genes.
Los genes que carecen de promotores funcionales o genes que se expresan débilmente
produciran una prediccién errénea. Por tanto, una caracterizacién exhaustiva de las cepas de Bt
se debe lograr por otros medios como por la determinacion de la composicion del cristal
parasporal por SDS-PAGE (“sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis”) en
simultdneo con bioensayos. Estas herramientas son un complemento fundamental para la

identificacion de genes (Ammouneh et al., 2011; Porcar y Juarez-Pérez, 2003).

2. Ortopteros en el Uruguay.

En el Uruguay los insectos que son caracteristicos de los ecosistemas de praderas pertenecen al
suborden Caelifera del orden Ortoptera. Se les denomina también saltamontes, tucuras o
langostas. Se han registrado 108 especies, agrupadas en 54 géneros y 5 familias que
corresponden fundamentalmente a Proscopiidae, Ommexechidae, Romaleidae y Acrididae
(Martinez y Zerbino, 2008).
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2.1. Biologia y ecologia de las tucuras.

Las tucuras, como todos los insectos, son animales de sangre fria o poiquilotermos por lo que la
temperatura ambiente incide directamente en su comportamiento y ciclo bioldgico, regulando la
eclosion de los huevos y la sucesion de estadios de desarrollo (Martinez y Zerbino, 2008). La
mayoria de las especies se reproducen y oviponen en la estacion de mayor temperatura, por lo
que desde mediados del verano a principios del otofio se observa la mayor cantidad de especies
y las densidades poblacionales mas altas (Martinez y Zerbino, 2008). Sin embargo, algunas
especies permanecen en la pradera durante todo el afio, sobreviviendo el invierno como adultos.
Cuando los dias son muy calurosos se resguardan del sol directo para evitar un
sobrecalentamiento, mientras que en los dias muy frios bajan su metabolismo haciendo que el
forrajeo del insecto disminuya (Martinez y Zerbino, 2008). A diferencia de lo que sucede con la
temperatura, los volimenes de precipitacion se relacionan en forma inversa con la densidad total
de los insectos. Es notorio el aumento de las poblaciones de estos animales en condiciones de
déficit hidrico, especialmente si el invierno también ha sido seco. Grandes poblaciones pueden
repercutir negativamente en la productividad de los campos. Por el contrario, si se registran
lluvias frecuentes el tiempo de forrajeo del insecto disminuye y aumenta su mortalidad debida al
atague de parasitos (fundamentalmente hongos y nematodos) por lo que el impacto de estas
especies en la pradera se reduce significativamente (Martinez y Zerbino, 2008).

En general las hembras prefieren poner sus huevos en suelos naturales y compactados como los
caminos Yy las tierras no laboreadas, por lo cual los lotes bajo siembra directa permanente
favorecen el incremento de la densidad de individuos, ain méas en afios de sequia (Martinez y
Zerbino, 2008).

2.2. Dafos y estrategias de control.

Poblaciones altas de tucuras pueden impactar negativamente en la actividad agricola. Por
ejemplo, en cultivos de sorgo, alfalfa, soja, maiz o girasol reducen el nimero de plantas en la
implantacion. La concentracion del recurso alimentario favorece el asentamiento de plagas y el
dafio es causado por individuos que provienen de otros cultivos (Martinez y Zerbino, 2008).
Practicamente todas las familias quimicas de insecticidas conocidos han sido evaluados en
ortopteros, destacandose los organoclorados (DDT, Lindano), actualmente descartados por su
impacto ambiental. También se utiliza un antagonista de GABA (&cido gama-amino butirico), el
Fipronil, que inhibe el flujo celular de los iones de cloro pero se ha desestimado su uso debido a
que es igualmente toxico para las abejas. Como alternativa al uso de insecticidas quimicos se
han utilizado cepas de hongos entomopat6genos para el control de las poblaciones de insectos
plaga. La especie més estudiada y méas utilizada es Paranosema locustae (=Nosema locustae),
especie que fue introducida en Argentina con buenos resultados pero en Uruguay no se han

realizado estudios en este sentido (Martinez y Zerbino, 2008).
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2.3. Situacion en Uruguay.

En el Uruguay se registraron sequias importantes en los afios 1999-2000, 2004 y 2008 que
provocaron un aumento importante en las densidades poblacionales de tucuras. Estas sequias
afectaron a todo el pais pero tuvieron un mayor impacto en los departamentos del centro, al sur
de Rio Negro, fundamentalmente Florida y Durazno. Las altas densidades poblacionales
observadas pueden deberse a los bajos niveles de precipitaciones y a las altas temperaturas
registradas en esas primaveras. Estas condiciones favorecen un mayor nimero de nacimientos y

eclosiones mas tempranas de las tucuras.

En estudios realizados por INIA (Estacion Experimental de Tacuarembd), se colectaron
muestras con red en Durazno y Tacuarembd, observandose que de las 12 especies identificadas,
Borellia bruneri (Carbonell, 1957) es la predominante. Esta especie ha sido también en el
pasado la dominante de otros brotes epidémicos. En general, se alimenta de gramineas,
preferentemente de hoja fina y en bajas densidades se la encuentra en pastos altos y secos
(Martinez y Zerbino, 2008).

2.4. Marco de trabajo.

En el presente trabajo se realiz6 una prospeccion general de Bacillus spp., procurando la
obtencidn de aislamientos nativos de Bt mediante su caracterizacion morfolégica, bioquimica y
molecular. Esto se llevd a cabo en el Laboratorio de Bioproduccion a través de técnicas
microbiolégicas clasicas de obtencion de microorganismos mientras que las extracciones de
ADN vy caracterizacion molecular fueron realizadas en la Unidad de Biotecnologia, ambos
laboratorios ubicados en INIA, Las Brujas. Las tucuras procesadas forman parte del proyecto
“Seguimiento de poblaciones de insectos plaga que causan dafio en campo natural y arroz y
prospeccion de sus controladores naturales como estrategia para enfrentar al cambio climatico”.
Las muestras de suelo y rizésfera por su parte provienen de un ensayo experimental instalado en
INIA Las Brujas en 2011 con el objetivo de generar conocimiento sobre el posible impacto en el

medio ambiente de la proteina Cry proveniente de maiz transgénico.
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Obijetivos de trabajo

Seleccion de cepas de Bacillus con potencial uso como entomopatdgenos para el control de

plagas.

3. Objetivos especificos.

v Aislamiento de bacterias del género Bacillus provenientes de suelo, rizosfera y tucuras.
v' Caracterizacion morfoldgica y bioquimica de los aislamientos bacterianos obtenidos.

v" Caracterizacion molecular por amplificacion de genes cryly cry7.
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Materiales y Métodos

4. Obtencion de muestras y procesamiento.

4.1. Muestras de suelo, rizosfera y tucuras.
Durante el periodo 01/2011 - 03/2012 se tomaron 14 muestras (dos de suelo y 12 de riz6sfera)

de un ensayo experimental de variedades de maiz transgénico instalado en la Estacion
Experimental "Wilson Ferreira Aldunate™ de INIA Las Brujas (Figura 4).

Figura 4. Ensayo experimental con maiz transgénico.

Las muestras de suelo y de rizdsfera se recogieron siguiendo la metodologia descripta por
Baumgarte y Tebbe (2005) (Tabla 1).

Las muestras de tucuras fueron colectadas el 23 de Febrero del 2012 y enviadas por el
Laboratorio de Entomologia de la Estacién Experimental INIA La Estanzuela. Pertenecen a las
especies B.bruneri, S.cliens, D.pratensis, O.punctata. Se procesaron un total de 12 tucuras, 10
provienen del departamento de Florida y dos de Durazno (Tabla 1).

Todas las muestras se mantuvieron a 4°C hasta su procesamiento.

4.2. Procesamiento de las muestras para la obtencion de Bt.

El aislamiento de bacterias en las muestras de suelo y rizosfera se llevd a cabo por el método
selectivo para Bacillus spp. con acetato de sodio seguido por un tratamiento térmico (Travers et
al., 1987; El-kersh et al., 2012). Se colocaron cinco gramos de muestra (suelo o rizésfera) en un
matraz de 100 ml conteniendo 10 ml de caldo Lauria-Bertani (LB, Sigma Life Science)
suplementado con una solucion de acetato de sodio 0.25 M. Posteriormente la muestra se incub6
por 4 horas a 30 °C en un agitador orbital (TH2-300C Shaking Incubator) a 200 rpm para inhibir
la germinacion de Bt. Luego de este periodo, un mililitro de la suspensién incubada se transfirio
a un tubo de vidrio y se la someti6 a un tratamiento térmico a 80° C por 10 minutos en estufa
(Fisher Isotemp Incubator, modelo 303) para eliminar las células vegetativas. En presencia de

esta concentracién de acetato de sodio y con las cuatro horas de incubacién se inhibe la
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germinacion de las esporas de B. thuringiensis pero no en otras especies de Bacillus (Travers et
al., 1987). Por lo tanto, tratamiento térmico elimina las células vegetativas que crecen en
presencia de acetato de sodio favoreciendo el aislamiento de Bt. Por ultimo, se prepararon

diluciones seriadas (-3 y -5) y se sembraron 0.1 ml con rastrillo estéril en medio LB agar.

Las muestras de tucuras fueron desinfectadas superficialmente y procesadas segun el protocolo
de Lacey y Brooks, 1997. Este consiste primero en sumergir a las tucuras 15 segundos en una
solucién de alcohol al 70%, seguido de un enjuague con agua destilada estéril; luego se trata
durante un minuto con una solucion de hipoclorito de sodio (1%) y Tween-20 (0.02%). Por
altimo, se enjuago a las tucuras tres veces consecutivas en agua destilada estéril. Luego de la
desinfeccion superficial las tucuras se dejaron secar sobre papel de filtro estéril en corriente de
aire dentro de una cémara de flujo laminar (Labculture, ESCO Classll Type A2).
Posteriormente, en condiciones de asepsia, cada tucura fue macerada con una varilla de vidrio
en un tubo de 10 ml conteniendo seis mililitros de suero fisiolégico (0,85 % NaCl) y se agit6
por cinco minutos en vortex (Vortex-Genie 2) a velocidad méaxima. A partir del macerado, se
tomaron dos mililitros que se transfirieron a un segundo tubo de vidrio conteniendo cinco
mililitros de agua peptonada. Esta suspension fue sometida a un tratamiento térmico en estufa
(Fisher Isotemp Incubator, modelo 303) a 80°C por 10 minutos para posteriormente ser
incubada por 24 horas a 30°C. Después del periodo de incubacion se prepararon diluciones (-3 'y
-5) y 100 pl de cada dilucién se inocularon en placas de agar nutriente (AN, Sigma Life
Science) utilizando un rastrillo de vidrio. Todas las placas inoculadas fueron incubadas a 30°C

por 24 horas.

Tabla 1. Muestras utilizadas (suelo, rizésfera y tucuras).

Tipo de muestra Muestra Medio de cultivo Fecha de muestreo
Suelo 1,4 .
i Con acetato de sodio
Rizosfera 6,9, 10, 13, 14, 15, 17, (0.25M) 01/2011 -03/2012
21,K1,L1,1,2
195, 228, 241, 248, 249,
Tucura 280, 281, 282, 283, 289, | Sin acetato de sodio 23/02/2012
294, 299

Posteriormente al periodo de incubacion, las colonias obtenidas de los distintos tipos de
muestras fueron purificadas por el método de siembra en estrias y repiques sucesivos.
Finalmente, una vez obtenidas las colonias bacterianas puras, se guardaron en una solucién de

glicerol al 50% a -20°C, hasta su posterior procesamiento.

Se utilizaron las siguientes cepas de referencia: B. thuringiensis serovar tochigiensis (HD-868) y
B. thuringiensis serovar aizawai (HD-133) (Tabla 2). Estas cepas fueron cultivadas en agar

nutriente y luego se conservaron en glicerol (50%) a -20°C.
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Tabla 2. Cepas de referencia. Se detallan sus respectivos genes cry con la especificidad de accién insecticida.

Caodigo o -
BGSC Cepa Genes Accion insecticida
B. thuringiensis serovar .
4vi tochigiensis (HD-868) ery’ Coleoptera
B. thuringiensis serovar aizawai | crylAa, crylAb, crylC, - . .
4J3 (HD-133) cry1D, cry2B y cry9Ea Lepiddptera, Coledptera y Diptera

4.3. Caracterizacion morfoldgica y bioquimica.
En esta etapa se evaluaron una combinacion de caracteristicas morfoldgicas; descripcion de la
colonia, forma y movilidad de la bacteria y pruebas bioguimicas (clasificacion de Gram y

actividad catalasa) que podrian indicar la presencia de B. thuringiensis.

4.3.1. Descripcion de la colonia.

Las colonias se observaron a simple vista y bajo lupa estereoscopica binocular (Nikon, SMZ-
745) en busca de colonias blancas y de borde irregular en medio AN y de color marfil en medio
LB, caracteristicas de Bt (Travers et al., 1987; Apaydin et al., 2004 y El-kersh et al., 2012).

4.3.2. Movilidad y morfologia celular.

La movilidad bacteriana se determiné dispersando sobre un porta objeto el cultivo bacteriano en
una gota de suero fisioldgico (0.85 % NaCl). Se colocd un cubre objeto sobre el preparado y se
observé al microscopio 6ptico (Olympus BH-2) a 400x. La movilidad de las bacterias se debe a

la presencia de flagelos y se distinguen formas coco y bastén.

4.3.3. Clasificacion de Gram.

La clasificacion de los aislamientos bacterianos en Gram positivos 0 Gram negativos se realiz
por medio del test de solubilidad en hidréxido de potasio (KOH al 3 %). Este es un método
alternativo a la tincién de Gram (Hoosain y Lastovica, 2009) que consiste en mezclar sobre un
porta objeto una toma del cultivo en estudio con una gota de solucién de KOH al 3% . En las
bacterias Gram negativas, el KOH disuelve el lipopolisacarido (pared celular) y rompe la
membrana plasmaética liberando el ADN con lo cual se observa una sustancia viscosa (filancia)
adherida al ansa (Figura 5). En cambio, si las bacterias son Gram positivas la presencia de la

pared celular impide la lisis celular y por tanto la solucion de KOH permanece fluida.
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Figura 5. Test de solubilidad en
KOH (Da Silvas Romeiro, 2001).
En bacterias Gran negativas se
observa la formacion de la filancia.

4.3.4. Prueba de la actividad catalasa.

Esta prueba permite determinar la presencia de la enzima catalasa en la bacteria. Consiste en
colocar una toma del cultivo sobre un porta objeto y adicionarle una gota de peréxido de
hidrégeno. Es una enzima que la expresan la mayoria de las bacterias aerobias. La formacion de
burbujas revela la presencia de la enzima (Figura 6); en caso contrario el resultado es negativo y
por tanto no hay actividad catalasa. La formacion de burbujas se debe a la degradacion del
peroxido de hidrégeno en H,O y O, por la catalasa:

2H202 2 HZO + 02

Catalasa

Figura 6. Actividad catalasa. La formacion de burbujas se
debe al O, liberado debido a la degradacion del perdxido de
hidrégeno por accidn enzimética.

4.4. Caracterizacion molecular

Se utiliz6 para este prop6sito una combinacidn de procedimientos y técnicas para poder obtener
una solucién de ADN de buena calidad para saber si presentan o no genes cryly cry7.
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4.4.1. Extraccion de ADN.

La extraccion de ADN se llevd a cabo con el kit "DNeasy Blood & Tissue” (QIAGEN) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Los aislamientos fueron incubados a 30°C por 24
horas en 10 ml de caldo nutriente (Sigma Life Science). Posteriormente se tomé un mililitro
(concentracion de 2x10° células/ml correspondiente a una densidad 6ptica de 0,3 a 0,5 unidades
de absorbancia) y se realizé una incubacion en lisozima (AppliChem). Este procedimiento es
recomendado en bacterias Gram positivas para digerir la pared celular antes de la extraccion de

ADN, aumentando de este modo el rendimiento de la misma.

4.4.2. Determinacion de la concentracion y calidad del ADN.

Para determinar la concentracion y calidad del ADN obtenido se utilizd un espectrofotometro
(Nanodrop 8000 Thermo Scientific). La concentracion obtenida se encontrd entre los 60 y 100
ng/ml. La calidad del ADN se midi6 analizando el cociente entre la densidad dptica a 260 nm
(longitud de onda de absorcion de los &cidos nucleicos) y a 280 nm (longitud de onda de
absorcion de las proteinas). Se acepta como 6ptimo el valor de dicho cociente cuando se
encuentra comprendido entre 1.7 y 2.0 unidades de absorbancia. EI ADN comprendido entre

dichos valores es de alta pureza para posteriores analisis.

4.4.3. Amplificacion de variantes del gen cryly cry7 por PRC.

Se utilizaron dos pares de cebadores universales, uno para el gen cryl (Bravo et al., 1998) y otro
para el gen cry7 (Ben-Dov et al., 2001) (Tabla3). Estos genes tienen actividad contra
lepidopteros y coledpteros respectivamente. EI gen cry7, especificamente el gen cry7Cal tiene
actividad contra tucuras, precisamente contra Lacusta migratoria manilensis (Song et al., 2008;
Wau, et al., 2011). La reaccion de PCR se ajusté siguiendo la metodologia descripta por Bravo et
al., (1998)

Tabla 3. Caracteristicas de los cebadores universales del gen cryl

Gen Producto esperado Secuencia del cebador
(pb)

5-CTGGATTTACAGGTGGGGATAT-3" (d)
cryl 500-600

5-TGAGTCGCTTCGCATATTTGACT-3" (1)

5-CATCTAGCTTTATTAAGAGATTC -3 (d)
cry7 1320

5-GATAAATTCGATTGAATCTAC-3" (r)

d= directo; r= reverso.

Las reacciones de PCR para cryl y cry7 se realizaron en un volumen final de 50 pl
conteniendo: 5.0 ul de buffer de PCR (1x), 1.25 pl de dNTPs (0.25 mM), 0.4 ul de cada cebador
(0.3 uM), 3.0 ul de MgCl, (1.5 mM), 0.5 pl de Taq polimerasa (5 U/ul), 5 ul de ADN (50-100
ng/ul) y 34.45 de agua.
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Para la PCR (termociclador Corbett Research) se utiliz6 un ciclo inicial de desnaturalizacion del
ADN a 95°C por dos minutos, seguido de 30 ciclos de: desnaturalizacion a 95°C, hibridacion a
54°C (en la cual se unen los cebadores al ADN) y extension de las hebras a 72°C, con un
minuto de duracion cada una de estas etapas. Por Gltimo se incluy6 un paso extra de extension a

72 °C de cinco minutos.

4.4.4. Electroforesis en gel de agarosa.

Para observar los productos amplificados en la PCR se realiz6 una electroforesis (Gel XL Ultra
V-2, Labnet) en gel de agarosa al 2%, en una solucién tampdn de Tris-borato-EDTA 0.5 M (54
g tris base, 27.5 g de acido borico y 20 ml de EDTA 0.5M pH= 8), tefiido con 1 pl del colorante
“Good View” (“Nucleic acid stain hgv-11""). Se sembraron 20 ul de los productos de PCR en
mezcla con 3 pl de buffer de carga y 3 pl de marcador de peso molecular “GeneRuler 100 bp
Plus DNA Ladder” (Fermentas, Life Sciences) utilizado para identificar los fragmentos
esperados del gen cryl comprendidos entre 500 y los 600 pb mientras que para cry7 el
fragmento esperado es de 1320 pb. El voltaje utilizado en la electroforesis fue de 135 V durante
cinco minutos seguido de 40 minutos a 100 V. Los fragmentos amplificados se visualizaron por

exposicion a la luz ultravioleta en un transiluminador UV (Gel Logic 212 Pro, Carestream).
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Resultados

5. Aislamientos bacterianos obtenidos.

A partir de las 26 muestras procesadas, se obtuvieron un total de 100 aislamientos bacterianos.
De estos, 18 provienen de las muestras de tucuras, 75 de rizosfera y siete de suelo (Tabla 5,
Anexo 1 Tabla 6).

5.1. Clasificacion de Gram.
En total se obtuvieron 72 aislamientos Gram positivos y 26 Gram negativos. Considerando las
muestras de suelo y rizésfera, 67 resultaron Gram positivos y 14 Gram negativos mientras que

en tucuras solo cinco fueron Gram positivos y 12 Gram negativos (Tabla 5, Anexo 1 Tabla 6).

5.2. Caracterizacion morfoldgica y bioquimica.

Entre los 67 aislamientos Gram positivos de suelo y rizdsfera, 66 mostraron forma de baston y
s6lo uno forma de coco. Sin embargo, s6lo 14 coinciden con las caracteristicas de Bt (catalasa
positivo, movilidad, forma de baston, Gram positivo y morfologia espumosa) de los cuales dos
provienen de suelo: N° 601 y 607 y 12 de rizosfera: N° 519, 535, 546, 551, 570, 575, 576, 580,
591, 591, 599 y 603 (Tabla 5, Anexo 1 Tabla 6). Por otra parte, de los cinco aislamientos Gram
positivos de tucuras, cuatro presentaron forma bastdn y sélo uno forma coco. De los cuatro con
forma de baston, solo uno present6 las caracteristicas de Bt (N° 510). En la figura 7 se observan
colonias espumosas de un aislamiento que coincide con las colonias de las cepas Bt de

referencia.

Figura 7. Morfologia de la colonia bacteriana.
Aislamiento obtenido a partir de una muestra de
rizosfera (N° 551) con morfologia espumosa similar a las
cepas de referencia.
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5.3. Movilidad y actividad de la catalasa.
De los 100 aislamientos obtenidos, ocho se mostraron negativos para la catalasa y 56
aislamientos no mostraron movilidad.

Tabla 5. Resultados de la caracterizacion morfologica y bioquimica. Se muestra el
total de aislamientos obtenidos para cada caracteristica evaluada.

Aislamientos Suelo Rizosfera Tucura
100 7 75 18
Gram + 72 7 60 5
Gram- 26 0 14 12
Baston 98 7 74 17
Coco 2 0 1 1
Catalasa + 92 7 67 18
Catalasa - 8 0 8 0
Movilidad + 44 1 28 15
Movilidad - 56 3 47 6

En base a los resultados previos obtenidos en la solubilidad de KOH, caracterizacién
morfoldgica y pruebas bioquimicas, se seleccionaron 16 aislamientos para la deteccion de genes
de los grupos cryl y cry7. Estos aislamientos fueron los N° 428, 508, 510, 519, 535, 546, 551,
566, 567, 571, 582, 585, 590, 592, 594 y 598.

5.4. Amplificacion de genes cryly cry7.

Se determind por medio de este estudio molecular que de los 16 aislamientos seleccionados s6lo
cinco presentaron amplificacion del fragmento esperado de entre 500 y 600 pb (Figura 8)
correspondiente a genes cryl. Sin embargo, solo los aislamientos N° 551 y 566 presentaron una
Unica banda. Los restantes tres aislamientos (N° 510, 535 y 592) presentaron méas de una banda.
El aislamiento N° 510 present6 dos bandas més de aproximadamente 250 y 180 pb, mientras
que el N° 535 present6 una banda de aproximadamente 700 pb. En el aislamiento N° 592 se
observa ademas de la banda correspondiente al gen cryl, otra banda de aproximadamente 250

pb, mientras que en el N° 582 se observan tres bandas cercanas a los 700, 600 y 300 pb.

Para el grupo de genes cry7 se modificaron las condiciones de PCR sin lograr obtener productos

de amplificacion (Figura no mostrada)
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566 S10 y 592 582

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa 2% de los productos de PCR con cebadores que amplifican genes
cryl. 4Y1: B. thuringiensis serovar tochigiensis (HD-868), 4J3: B. thuringiensis serovar aizawai (HD-133);
aislamientos Gram positivos: N° 551, 535, 510, 592 y 582; aislamiento Gram negativo: N°566; BL: blanco de
reaccion; MP: marcador de peso molecular (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder).

Pagina 24 de 37



Pagina 25 de 37
Discusion

En el marco del presente trabajo se lograron aplicar las herramientas adecuadas para realizar una
caracterizacion morfoldgica, bioquimica y molecular que permitieron una primera aproximacion
en la seleccién de cepas candidatas a Bt.

Se observé una gran diferencia en el nimero de aislamientos bacterianos obtenidos a partir de
las distintas muestras procesadas (siete aislamientos de suelo, 75 de rizésfera y 18 de tucuras).
Mediante la caracterizacion morfoldgica, bioquimica y molecular se pudieron identificar 15
aislamientos con las caracteristicas de Bt, de las cuales una proviene de tucuras, dos de suelo y
12 de rizdsfera. La mayor cantidad de aislamientos con las caracteristicas de Bt obtenidos a
partir de suelo y rizésfera en relacion a los obtenidos a partir de tucuras podria deberse a que el
método utilizado para las primeras posee un componente importante descubierto por Travers et
al., (1987) que consiste en realizar una primera fase de enriquecimiento en presencia de acetato
de sodio 0.25M. A esta concentracion de acetato de sodio con cuatro horas incubacion, los
autores demostraron que las esporas de B. thuringiensis no germinan, permitiendo su seleccién
luego del tratamiento térmico, en condiciones sin acetato de sodio. Aplicando esta metodologia
es posible obtener las bacterias deseadas desde una a 100 esporas por gramo de suelo,
eliminando a las especies no deseadas ya sean formadoras o no de esporas (Travers et al., 1987).
Otra causa podria estar relacionada con la diversidad microbiana asociada al tipo de muestra. El
suelo es uno de los ambientes que presenta mayor diversidad microbiana, en un gramo de suelo
puede haber entre 10"y 10° células, mientras que algunas estimaciones indican la posibilidad de
que haya al menos 10* especies microbianas distintas por gramo de suelo (Garcia, 1. E., 2011;
Torsvik et al., 2002). Por otro lado, en los insectos se ha encontrado también un gran nimero de
bacterias, la mayoria saprofitas y comensales, algunas son simbidtica y ocasionalmente
presentan bacterias patégenas que son capaces de ocasionar enfermedades especialmente en
larvas (Cabezas, 2009). Por lo tanto, el mayor nimero de aislamientos obtenidos a partir de
suelo y rizosfera en relacion a las muestras de tucuras podria estar relacionado a la gran
diversidad microbiana existente en suelo y rizdsfera.

Este método descripto por Travers et al., (1987) permite obtener un mayor nimero de
aislamientos Gram positivos (posibles Bacillus spp.) dentro de las cuales se encuentra Bt. Sin
embargo, analizando las bacterias obtenidas en este trabajo podemos decir que el método
utilizado por Travers et al., (1987) no es selectivo para el aislamiento de Bt debido a que se
obtuvieron solo 14 aislamientos con las caracteristicas de Bt y 14 aislamientos Gram negativos.
Los autores Santana et al., (2008) y El-kersh et al., (2012) reportaron que el método utilizado
por Travers et al., (1987) no es selectivo para el aislamiento de Bt a partir de muestras de suelo

debido al bajo nimero de bacterias Bt obtenidas por ellos.
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Para la amplificacion de genes cryl y cry7 se seleccionaron ocho aislamientos que presentaban
todas las caracteristicas de Bt evaluadas (N° 428, 456, 508, 510, 519, 535, 582 y 594) y siete
presentaban dichas caracteristicas a excepcion de la movilidad (N° 551, 567, 571, 585, 590, 592
y 598). Estas bacterias no moviles también se seleccionaron debido a que es comun que exista
pérdida de la movilidad por los sucesivos repiques en el laboratorio (comunicacion personal con
el Daniel R. Zeigler, director del BGSC). Esto se confirmé en las pruebas de movilidad
realizadas para varias de las cepas de referencia envidadas por el BGSC (datos no presentados).

También se incluy6 un aislamiento Gram negativo (N° 566) en esta seleccion.

El aislamiento N° 551, principal candidato a pertenecer a Bt, presentd todas las caracteristicas
evaluadas y una banda semejante a la de la cepa de referencia 4J3. Este aislamiento también
podria contener distintas variantes del gen cryl. Los aislamientos N° 510 y 535, comparten las
caracteristicas de Bt por lo que también podrian ser Bt. Por otro lado N° 592 presenta las
caracteristicas de Bt, menos la morfologia (rugosa ornamentada en vez de espumosas) y falta de
movilidad. El aislamiento N° 582 si bien no presenté amplificacion del tamafio esperado, retne

las caracteristicas de Bt menos la morfologia (rugosa ornamentada).

En cuanto a los aislamientos N° 519, 546 y 594, si bien presentaron las caracteristicas de Bt no
presentaron amplificacion de genes cryl. Estos podrian presentar otro grupo de genes cry por lo
gue se tendran en cuenta en futuros estudios de caracterizacion molecular. Estudios
filogenéticos por secuenciacion del gen ribosomal 16S de los aislamientos N°510, 551, 519, 582
y 592 determinaron que el aislamiento N° 551 pertenece a la especie de B. thuringiensis
perteneciente a B. cereus sensu lato. Por otro lado, las secuencias de los aislamientos N° 510,
519 y 592 se agruparon con la especie B. aryabhattai mientras que el aislamiento N° 582 se

agrupd con la especie B. amyloliquefaciens (Abreo et al., 2014).

En la bibliografia consultada hay antecedentes sobre la transferencia de genes cry por
conjugacién entre especies de B. thuringiensis y especies del grupo Bacillus cereus sensu lato
(B. cereus, B. mycoides, B. pseudomycoides, B. anthracis y B. weihenstephanensis). Todas estan
altamente relacionadas y algunos autores hasta consideran que B. thuringiensis y B. cereus son
la misma especie. Sin embargo, hasta el momento no hay reportes sobre transferencia de genes a
otras especies del género Bacillus (Apaydin et al., 2004; Hu et al., 2004; lbrahim et al., 2010;
Radnedge el al., 2003; Thomas et al., 2000). Estos resultados podrian indicar que los genes cry
no son exclusivos de la especie B. thuringiensis. La presencia de genes cry en B. aryabhattai o
B. amyloliquefaciens deja abierta la posibilidad de que exista transferencia de genes a otras
especies de Bacillus diferentes de cereus, lo cual abriria nuevos horizontes en la prospeccién de
bacterias con actividad insecticida. Se realizara la secuenciacion de los productos de PCR del

tamario esperado obtenidos de los cinco aislamientos para confirmar la presencia de genes cry.
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En la cepa de referencia 4Y1 (que posee el gen cry 7) se observaron dos bandas no esperadas
(figura 8). Esta amplificacion inespecifica estaria explicada por las condiciones en las cuales se
disefio la PCR. En el caso del aislamiento N° 566, la banda de tamafio esperado podria deberse a
una amplificacion inespecifica pero con regiones gendmicas. Ademas, ésta bacteria es Gram
negativa y no se han registrado genes cry en este grupo.

Los aislamientos obtenidos en este estudio se conservaron en glicerol (50%) a -20°C y forman

parte de la coleccion del Laboratorio de Bioproduccion en INIA Las Brujas.
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Conclusiones

1. Se determind la presencia de bandas que se corresponden con genes cryl en el aislamiento N°
551 siendo confirmado como Bacillus thuringiensis/B. cereus por estudios de secuenciacion del
fragmento ribosomal 16S.

2. La presencia de bandas con el tamafio esperado de genes cryl en otros aislamientos
identificados luego como B. aryabhattai (N° 510 y 592) sugieren la posibilidad de transferencia
horizontal de genes cry entre especies del genero Bacillus.

3. Se demostro que el método utilizado por Travers et al., (1987) no es completamente selectivo

para el aislamiento de Bacillus thuringiensis.
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Perspectivas

Los aislamientos que presentaron caracteristicas similares a las cepas de referencia, asi como
morfologia similar a la de aquellos identificados como B. aryabathai y B. amyloliquefaciens
seran objeto de una caracterizacién molecular mas precisa. En esta caracterizacion se emplearan
cebadores universales y especificos pertenecientes tanto a otros grupos de genes cry como
también de genes vip debido a que pueden existir distintas combinaciones de estos genes
(Apaydin, 2004; Roh et al., 2007; Wu, et al., 2011). A su vez, para probar su potencial accion
insecticida sobre insectos ortopteros que son plaga en nuestro pais, se focalizard en la
prospeccion de genes cry7. Por Gltimo, se complementara la secuenciacion del fragmento 16S
del ADN ribosomal con otros genes como el que codifica para la Gyrasa B, para confirmar la
identificacion. Se realizardn estudiados de toxicidad y bioensayos para evaluar si presentan

accion insecticida para su posible aplicacion en el control de plagas agricolas.
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Tabla 6. Caracterizacion molecular y bioquimica de los aislamientos bacterianos obtenidos de muestras de
suelo, rizésfera y tucuras. Se muestran los detalles de las dos cepas de referencia y de los 100 aislamientos
provenientes de las 26 muestras.

;Il?e?stdr Z aisltl\ :n(ij:nto Morfologia Forma | Gram | Movilidad | Catalasa | PCR
585 Crema redonda B + - + -
600 Rugosa ornamentada B + - + nr
601 Espumosa B + + + nr

Suelo 586 Crema B + - + nr
605 Rugosa espumosa B + - + nr
606 Crema redonda B + - + nr
607 Espumosa B + - + nr
516 Crema con corona B + + + nr
518 Hialina tornasol B + - + nr
519 Espumosa B + + + #+
520 Opaca B + - + nr
522 Crema hialina B + + + nr
532 Hialina transparente tornasol B + + + nr
539 Hialina tornasol B + + + nr
540 Rugosa tipo 1 B + - - nr
541 Hialina tornasol amarilla B + - + nr
543 Hialina tornasol B + + + nr
545 Rugosa tipo 1 B + - + nr
547 Rugosa tipo 1 B + - - nr
548 Tornasol B + - + nr
549 Rugosa ornamentada B + + + nr

Rizosfera 550 Hialina B - + + nr
551 Espumosa B + - + #+
552 Crema B + - + nr
553 Rugosa ornamentada B - - + nr
554 Crema redonda B + - + nr
555 Amarilla B - - + nr
577 Opaca B + - + nr
578 Amarilla B + - + nr
579 Crema redonda C + - + nr
580 Espumosa B + - + nr
581 Rugosa ornamentada B + + + nr
512 Crema tornasol. B - + + nr
513 Rugosa tipo 1 B + - + nr
514 Hialina B + + + nr
515 Rugosa tipo 1 B + - - nr
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Rizo6sfera

517 Rugosa tipo 1 B - nr
521 Amarilla B + nr
523 Crema opaca B + nr
524 Transparente hialina B + nr
525 Hialina torna. B + nr
526 Crema B + nr
533 crema con corona B + nr
534 Rugosa tipo 1 B - nr
535 Espumosa B + +

536 Rugosa tipo 1 B - nr
537 Rugosa tipo 1 B - nr
538 Hialina B - nr
542 Rugosa tipo 1 B + nr
544 Rugosa tipo 1 B + nr
546 Espumosa B + -

556 Hialina B + nr
557 Blanca B + nr
567 Rugosa ornamentada B + -

568 Amarilla B + nr
569 Crema redonda B + nr
570 Espumosa B + nr
571 Blanca redonda B + -

572 Crema redonda B + nr
573 Rugosa ornamentada B + nr
574 Amarilla B + nr
575 Espumosa B + nr
576 Espumosa B + nr
582 Rugosa ornamentada B + #-
583 Rugosa ornamentada B + nr
587 Crema redonda B + nr
595 Rugosa ornamentada B + nr
596 Lechosa hialina B + nr
597 Blanca rugosa B + nr
598 Crema redonda B + -

599 Espumosa B + nr
602 Crema redonda B + nr
603 Espumosa B + nr
604 Hialina B + nr
584 Crema redonda B + nr
588 Rugosa ornamentada B + nr
589 Rugosa ornamentada B + nr
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590 Amarilla B + - + -
591 Espumosa B + + + nr
Rizosfera 592 Rugosa ornamentada B + - + #+
593 Amarilla B nd - + nr
594 Espumosa B + + + -
428 Blanca pequefia B + + + -
429 Blanca redonda B - - + nr
430 Amarilla Cc + - + nr
431 Amarilla hialina B - + + nr
432 Hialina tornasol B - + + nr
433 Amarilla rugosa B nd - + nr
434 Hialina tornasol B - + + nr
435 Hialina tornasol B - + + nr
436 Amarilla hialina B + + + nr
Tucura
437 Hialina tornasol B - + + nr
438 Blanca redonda tornasol B - + + nr
439 Hialina tornasol B - + + nr
440 Blanca pequefia B - + + nr
441 Hialina tornasol B - + + nr
508 Crema hialina B + + + -
509 Crema redonda hialina B - + + nr
510 Espumosa B + + + #+
566 Blanca redonda hialina B - + + +
HD-868 4Y1 Espumosa B + + + +
HD-133 433 Espumosa B + + + -

nd: no determinado; nr: no realizado; HD-868: B. thuringiensis serovar tochigiensis; HD-133: B. thuringiensis
serovar aizawai; +: aislamientos que mostraron amplificacion con una banda del tamafia esperado; -:
aislamientos que no mostraron amplificacion del gen cryl; # aislamientos confirmados que pertenecen al
género Bacillus.
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